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บทคัดยอ 
งานวิจัยน้ีศึกษายีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) ท่ีคัดแยกไดจากบริเวณท่ีมีการท้ิงกากถั่ว
เหลืองในจังหวัดขอนแกน ประเทศไทย โดยออกแบบคูไพรเมอรท่ีจําเพาะตอปลายดาน 5’ และ 3’  ของยีนแมน
นาเนสจากแบคทีเรียสายพันธุใกลเคียงท่ีมีการรายงานลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank เพ่ือนํามาเพ่ิม
ปริมาณยีนดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสและใชจีโนมิกดีเอ็นเอเปนดีเอ็นเอแมแบบ จากการศึกษาพบวายีนแมน
นาเนสมีขนาดประมาณ 1,100 คูเบส เมื่อแปลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดเปนลําดับกรดอะมิโน และวิเคราะหผลดวย
โปรแกรม ProtParam พบวาแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) ชนิดน้ีมีมวลโมเลกุลเทากับ 42.08 กิโลดาล
ตัน และมีคา pI เทากับ 6.04 และจากการวิเคราะหโครงสรางของเอนไซมดวยโปรแกรม PROSITE และ 
InterPro พบวารีคอมบิแนนทแมนนาเนสน้ีจัดอยูในกลุม glycosyl hydrolases สกุล 26 (GH26) ซ่ึงมีสมบัติเปน 
mannan endo-1,4-beta-mannosidase ท่ีสามารถไฮโดรไลซ (14)-beta-D-mannosidic linkages ในแมนแนน
และกาแลคโตแมนแนนได 
  
คําสําคัญ:  Bacillus sp. ยีนแมนนาเนส Glycosyl hydrolases 26 
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ABSTRACT 
We studied a mannanase gene from Bacillus sp. GA2(1) isolated from soybean meal in 
Khon Kaen province, Thailand. A pair of primers was designed from 5’ and 3’ end of mannanase 
genes of closely related species in which the nucleotide sequences were available in the GenBank 
database. The polymerase chain reaction was then carried out using genomic DNA as a template. 
The PCR product with the size of approximately 1,100 base pairs was obtained and submitted for 
sequencing. Using ProtParam program, the predicted Mw of the mannanase from Bacillus sp. 
GA2(1) was 42.08 kDa with the pI value of 6.04. Structural prediction by PROSITE and InterPro 
program suggested that this mannanase belonged to glycosyl hydrolases family 26 (GH26). The 
members of this enzyme family possessed mannan endo-1,4-beta-mannosidase activity in that they 
were able to hydrolyze (14)-beta-D-mannosidic linkages in mannans and galactomannans. 
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บทนํา 
ปจจุบันเอนไซมมีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมชีวภาพครอบคลุมต้ังแตอุตสาหกรรมระดับพ้ืนฐานจนถึง
อุตสาหกรรมชีวภาพขั้นสูง มีการใชเอนไซมประเภทตางๆ ในอุตสาหกรรมท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจและงานวิจัย
ทางเทคโนโลยีชีวภาพ  เบตา-แมนนาเนส (Endo-1,4-beta-D-mannanase; EC 3.2.1.78) เปนเฮมิเซลลูเลสท่ี
สําคัญทําหนาท่ียอยสลายพันธะเบตา-1,4 ท่ีเช่ือมระหวางโมเลกุลของนํ้าตาลแมนโนสในสายโครงสรางหลักของ
สารประกอบแมนแนน เชน แมนแนน กาแลคโตแมนแนน กลูโคแมนแนน และกาแลคโตกลูโคแมนแนน [1] ใน
ลักษณะแบบสุมโดยจะไฮโดรไลซจากบริเวณภายในโมเลกุลโครงสราง (endo-acting) [2] และไดผลผลิตเปน
นํ้าตาลแมนโนโอลิโกแซกคาไรดซ่ึงเปนโอลิโกแซกคาไรดท่ีสําคัญโดยเฉพาะอยางยิ่งในอุตสาหกรรมอาหารสัตว 
เน่ืองจากนํ้าตาลแมนโนโอลิโกแซกคาไรดมีสมบัติความเปนสารพรีไบโอติกจึงสามารถนําไปใชเปนสารเสริมใน
ผลิตภัณฑอาหารสัตวไดเพ่ือลดปริมาณการใชสารแอนติไบโอติกท่ีกอปญหาในเรื่องของการด้ือยาของเช้ือกอโรค [3] 
ประสิทธิภาพการทํางานของแมนนาเนสขึ้นอยูกับจํานวนการแทนท่ีของนํ้าตาลชนิดอ่ืนท่ีไมใชนํ้าตาลแมนโนส น่ันคือ
ในกรณีของสารประกอบกาแลคโตแมนแนนและกลูโคแมนแนนประสิทธิภาพการยอยสลายของแมนนาเนสขึ้นอยู
กับปริมาณนํ้าตาลกาแลคโตสและกลูโคสในโมเลกุล [4] ดังน้ันเบตา-แมนนาเนสจึงเปนเอนไซมท่ีสําคัญ และ
สามารถนําไปประยุกตใชไดในงานอุตสาหกรรมอยางกวางขวาง เชน เอนไซมท่ีใชเพ่ือการพัฒนาผลิตภัณฑ เอนไซม
ในอาหาร และเอนไซมในอาหารสัตวเปนตน  
เบตา-แมนนาเนสสามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนิดท้ังแบคทีเรีย ยีสต รา และแอคติโนมัยซีส [5] 
โดยเฉพาะอยางยิ่ง Bacillus sp. เปนแหลงผลิตเฮมิเซลลูเลสท่ีสําคัญ เน่ืองจากเปนแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต
เอนไซมไดหลากหลาย และมีหลายสายพันธุ จึงนิยมนําเอนไซมท่ีผลิตไดไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมหลายดาน 
จากการศึกษากอนหนาพบวาแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus sp. GA2(1) ท่ีคัดแยกไดจากตัวอยางดินบริเวณท่ีมี
กากถั่วเหลือง จังหวัดขอนแกนสามารถผลิตแมนนาเนสได อยางไรก็ตาม Bacillus sp. GA2(1) แสดงกิจกรรม
แมนนาเนสเทากับ 0.44 หนวยตอมิลลิลิตรเมื่อเพาะเลี้ยงท่ีพีเอช 6.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส [6]  ซ่ึงยังจัด
วาเปนปริมาณท่ีไมสูงมากนัก การโคลนยีน (gene cloning) หรือเทคโนโลยีการสรางดีเอ็นเอลูกผสม 
(recombinant DNA technology) เปนเทคโนโลยีการตัดตอยีนท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมเปนอยางมาก โดยเกิด
จากกระบวนการเคลื่อนยายยีนท่ีกําหนดรหัสเอนไซมจากสิ่งมีชีวิตเดิมในธรรมชาติท่ีมักผลิตเอนไซมในปริมาณไมสูง
มากเขาไปยังดีเอ็นเอพาหะหรือเวกเตอร (vector) ซ่ึงเปนสารพันธุกรรมท่ีสามารถจําลองตัวเองได (self-
replicating genetic element) และทําใหยีนท่ีถายเขาไปน้ันสามารถกระจาย (propagate) ไปกับเซลลเจาบาน 
(host cell) โดยสามารถควบคุมการแสดงออกของยีนได ปจจุบันการพัฒนาและปรับปรุงการโคลนยีนมี
ความกาวหนาและมีประสิทธิภาพมากขึ้น ทําใหไดรีคอมบิแนนทเอนไซม ท่ีมีคุณสมบัติตามตองการมากขึ้น 
นอกจากน้ันเมื่อเปรียบเทียบการผลิตแมนนาเนสจากสายพันธุจุลินทรียตามธรรมชาติกับการผลิตรีคอมบิแนนทแมน
นาเนส การผลิตรีคอมบิแนนทแมนนาเนสสามารถผลิตไดงาย ใชเวลาไมนานและองคประกอบท่ีใชในอาหาร
เพาะเลี้ยงมีราคาไมแพง อีกท้ังยังไดเอนไซมในปริมาณมากขึ้นอีกดวย                               
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งานวิจัยน้ีไดออกแบบไพรเมอรเพ่ือนําไปใชเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) และ
สรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดท่ีมียีนแมนนาเนสชนิดน้ีแทรกอยู เพ่ือนําไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดและ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดรวมถึงลําดับกรดอะมิโนกับฐานขอมูล รวมถึงคาดการณโครงสรางและหนาท่ีของยีน 
ทางผูวิจัยวางแผนจะนํารีคอมบิแนนทแมนนาเนสท่ีผลิตใน Escherichia coli expression system น้ีไปทําให
บริสุทธ์ิเพ่ือศึกษาหนาท่ีและสมบัติของเอนไซมตอไป 
 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 
การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจาก Bacillus sp. GA2(1) 
เลี้ยง Bacillus sp. GA2(1) ในอาหารเหลว NB (Nutrient Broth) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา 200 รอบตอนาที นาน 12-16 ช่ัวโมง จากน้ันปนเหว่ียงเพ่ือเก็บเซลลท่ี
ความเร็ว 6000 รอบตอนาที นาน 10 นาที แบงเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวนํามา
สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอดวย TIANamp Bacteria DNA Kit (TIANGEN, China) โดยเติม GA buffer 400 
ไมโครลิตร Lysozyme 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ RNase 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร วางไวท่ีอุณหภูมิหอง   
5 นาที ตอมาเติม Proteinase K 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ GB buffer 220 ไมโครลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากน้ันเติมเอทิลแอลกอฮอล 100 เปอรเซ็นต 220 ไมโครลิตร ผสมสารใหเขา
กันและวางไวท่ีอุณหภูมิหอง นาน 10 นาที นําสารละลายท้ังหมดใสคอลัมน CB3 แลวปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 
12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ตอมาเติม GD buffer 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน CB3 ปนเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เติม PW buffer 700 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน CB3 ปนเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เติม PW buffer 500 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบ
ตอนาที นาน 1 นาที เทสารละลายท้ิงแลวปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เพ่ือใหคอลัมน
แหง จากน้ันนําคอลัมน CB3 ใสในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม TE buffer 30 ไมโครลิตร ตรงกลางคอลัมน วางไว
ท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที แลวปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที 5 นาที เก็บดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
การออกแบบไพรเมอรและการเพิ่มปริมาณยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) 
รวบรวมลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. ในฐานขอมูล GenBank นําลําดับนิ
วคลีโอไทดท่ีไดมาเปรียบเทียบกันโดยใชโปรแกรม CLC sequence viewer 7 (CLC Bio, QIAGEN, USA) 
เพ่ือตรวจสอบการอนุรักษไวของลําดับนิวคลีโอไทด โดยจะออกแบบฟอรเวิรดไพรเมอรท่ีเริ่มจากโคดอนเริ่มตนการ
สังเคราะหโปรตีน (start codon) และรีเวิรดไพรเมอรท่ีครอบคลุมถึงโคดอนหยุดการสังเคราะหโปรตีน (stop 
codon) ตอมาตรวจสอบความเหมาะสมในการนําไพรเมอรมาเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเนสจากการคํานวณคาตางๆ 
ไดแก Tm (Melting Temperature), %GC และ primer dimer โดยใชโปรแกรม OligoAnalyzer 3.1 
(Integrated DNA Technologies, Inc, USA) นําไพรเมอรท่ีไดจากการออกแบบมาเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเน
สดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยเติมสวนประกอบในปฏิกิริยาดังน้ี จีโน
มิกดีเอ็นเอจาก Bacillus sp. GA2(1) (100 นาโนกรัม) บัฟเฟอร (1X) dNTP (0.2 มิลลิโมลาร) MgCl2         
(2 มิลลิโมลาร) คูไพรเมอร NcoI-man-F2 และ XhoI-man-R2 (อยางละ 0.2 ไมโครโมลาร) และ TaKaRa Ex 
Taq™ DNA polymerase (TaKaRa Bio, Japan) 5 ยูนิต ปรับปริมาตรเปน 100 ไมโครลิตรดวยนํ้าปราศจาก
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ไอออน กําหนดสภาวะในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดังน้ีคือ เริ่มตนการ denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที จากน้ันเขาสู 2 วัฎจักร โดยวัฎจักรท่ี 1 จํานวน 5 รอบ ประกอบดวย denaturation 94 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที annealing 45 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ extension 72 องศาเซลเซียส นาน   
1 นาที หลังจากน้ันตามดวยวัฎจักรท่ี 2 จํานวน 30 รอบ ประกอบดวย denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน      
30 วินาที annealing 58 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ extension 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที หลังจาก
น้ันทํา extension รอบสุดทายท่ี 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที ตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีไดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบน
เจลอะกาโรสความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (นํ้าหนักโดยปริมาตร) ความตางศักยไฟฟา 100 โวลต ตอมานําผลผลิต
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสไปทําใหบริสุทธ์ิดวย QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN, USA) โดยนํา
ผลผลิตปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมาเติม PB buffer ในปริมาณ 1: 5 เทา ผสมสารใหเขากันแลวใสลงในคอลัมน 
QIAquick spin ปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 30 วินาที เติม PE buffer 750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน 
ปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 30 วินาที เทสารละลายท้ิง แลวปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
เพ่ือใหคอลัมนแหง เติมนํ้าปราศจากไอออน 40 ไมโครลิตร ท้ิงไว 5 นาที จากน้ันปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที 
นาน 3 นาที เก็บผลิตภัณฑท่ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 
 
การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดท่ีมียีนแมนนาเนส (pET28a-man) 
การสกัดพลาสมิด pET28a  
เลี้ยง Escherichia coli DH5α ท่ีมีพลาสมิด pET28a ในอาหารเหลว LB (Luria-Bertani) 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีเติมกานามัยซิน 30 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน    
12-16 ช่ัวโมง ปนเหว่ียงเพ่ือเก็บเซลลในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอ
นาที นาน 10 นาที แลวสกัดพลาสมิดดวย QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, USA) โดยเติม P1 
buffer 250 ไมโครลิตร P2 buffer 250 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมา 3-4 ครั้ง เติม N3 buffer 350 ไมโครลิตร 
พลิกหลอดไปมา 4-6 ครั้ง จากน้ันปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดสารละลายใสท่ีไดใสใน
คอลัมน QiAprep Spin Miniprep ปนเหว่ียงคอลัมนท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เติม PB buffer 500 
ไมโครลิตร ปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาทีนาน 1 นาที เติม PE buffer 750 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงท่ี     
12,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เทสารละลายในหลอดท้ิงแลวปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
เพ่ือใหคอลัมนแหง ตอมายายคอลัมนมาใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติมนํ้าปราศจากไอออน 30-50 
ไมโครลิตร ตรงกลางคอลัมน วางไวท่ีอุณหภูมิหอง 5 นาที จากน้ันปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
เก็บพลาสมิดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
  
การตัดผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสและพลาสมิด pET28a ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
นําผลผลิตปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิและ pET28a มาตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ XhoI (Promega, USA) และ NcoI (Promega, USA) โดยปฏิกิริยาการตัดผลผลิตปฏิกิริยาลูกโซพอลิ
เมอเรสประกอบดวย D buffer (1X) BSA (5 µg/µl) ผลผลิตปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (30 µl) XhoI    
(0.6 µg/µl)  และ NcoI (0.6 µg/µl) ปรับปริมาตรเปน 50 ไมโครลิตร ดวยนํ้าปราศจากไอออน สวนปฏิกิริยา
การตัด pET28a ประกอบดวย D buffer (1X) BSA (4 µg/µl) pET28a (125 ng/µl) XhoI (0.625 µg/µl) 
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และ NcoI (0.625 µg/µl) ปรับปริมาตรเปน 40 ไมโครลิตรดวยนํ้าปราศจากไอออน บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 5 ช่ัวโมง แลวหยุดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที นําผลิตภัณฑดีเอ็นเอท่ีได
ไปแยกตามขนาดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต และตัดแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดท่ีตองการ
ภายใตแสงยูวี จากน้ันทําดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิดวย QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN, USA) โดยนํา
เจลอะกาโรสท่ีมีดีเอ็นเอมาเติม PB buffer 500 ไมโครลิตร ตอ 0.3 กรัมของเจลอะกาโรส จากน้ันนําไปแชนํ้าท่ี
อุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส จนเจลอะกาโรสละลายหมด ดูดสารละลายใสลงในคอลัมน QIAquick spin ปน
เหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 30 วินาที เติม PE buffer 750 ไมโครลิตรลงในคอลัมน ปนเหว่ียงท่ี       
12,000 รอบตอนาที นาน 30 วินาที เทสารละลายท้ิง แลวปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที เพ่ือให
คอลัมนแหง เติมนํ้าปราศจากไอออน 40 ไมโครลิตร ท้ิงไว 5 นาที จากน้ันปนเหว่ียงท่ี 12,000 รอบตอนาที นาน     
3 นาที เก็บผลิตภัณฑท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
การเช่ือมตอและการทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli DH5α  
นําผลผลิตปฏิกิริยาจากลูกโซพอลิเมอเรสมาเช่ือมเขากับ pET28a ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ โดยใช 
T4 DNA ligase (Fermentas, Canada) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12-16 ช่ัวโมง จากน้ันท
รานสฟอรมผลิตภัณฑจากการเช่ือมดวยวิธี heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที เขาสูเซลล 
E. coli DH5α ท่ีผานการทําใหเปนคอมพีเทนตดวยสารละลายแคลเซียมคลอไรด 0.1 มิลลิโมลาร ตอมาคัดเลือก
โคโลนีเด่ียวท่ีไดรับ pET28a บนอาหารแข็ง LB ท่ีเติมกานามัยซิน 30 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และตรวจสอบ
โคโลนีท่ีไดรับรีคอมบิแนนทพลาสมิดซ่ึงมียีนแมนนาเนสแทรกอยูดวยวิธีโคโลนีพีซีอาร (Colony PCR) โดยเติม
สวนประกอบในปฏิกิริยาดังน้ี บัฟเฟอร (1X)  dNTP (0.2 มิลลิโมลาร) MgCl2 (2 มิลลิโมลาร) ไพรเมอร NcoI-
man-F2 และ XhoI-man-R2 (อยางละ 0.2 ไมโครโมลาร) Taq DNA Polymerase (Vivantis, Malaysia) 
(1.5 ยูนิต) และ E. coli 1 โคโลนี ปรับปริมาตรเปน 25 ไมโครลิตรดวยนํ้าปราศจากไอออน กําหนดสภาวะในการ
ทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดังน้ีคือ เริ่มตนการ denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากน้ัน
เขาสูวัฏจักรจํานวน 35 รอบ ประกอบดวย denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที annealing 55 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที และ extension 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที หลังจากน้ันทํา extension รอบสุดทาย
ท่ี 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที ตรวจสอบผลิตภัณฑ ท่ี ไดดวยวิธี อิเล็กโตรโฟรี ซิสบนเจลอะกาโรส             
1.5 เปอรเซ็นต จากน้ันเลือกโคโลนีท่ีไดรับรีคอมบิแนนทพลาสมิดมาเลี้ยงเพ่ือสกัดพลาสมิดและสงวิเคราะหลําดับ
นิวคลีโอไทดตอไป 
 
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของยีนแมนนาเนส 
สงพลาสมิดท่ีสกัดไดไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี โดยใชคูไพร
เมอรโปรโมเตอร T7 (5’-AATACGACTCACTATAG-3’) และเทอมิเนเตอร  T7 (5’-GCTAGT 
TATTGCTCAGCGG-3’) ซ่ึงคูไพรเมอรน้ีสามารถจับไดกับลําดับนิวคลีโอไทดบนพลาสมิด pET28a และ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดผานช้ินสวนของดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูในพลาสมิด ตอมานําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากการ
สงวิเคราะหมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดอ่ืน ๆ ในฐานขอมูล Genbank โดยใชโปรแกรม BLASTn [7] 
จากน้ันแปลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดเปนลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม CLC sequence viewer 7 (CLC Bio, 
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QIAGEN, USA) แลวนํามาเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนอ่ืนๆ ในฐานขอมูล Genbank โดยใชโปรแกรม 
BLASTp [8] เพ่ือตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนท่ีมีความใกลเคียงกัน ตอมานําลําดับกรดอะ
มิโนท่ีไดมาสรางแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) กับลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเน
สจาก Bacillus ชนิดอ่ืนๆ ในฐานขอมูล GenBank ดวยหลักการ Maximum Likelihood โดยใชโปรแกรม Mega 
7 [9] คํานวณมวลโมเลกุลและคา pI (Isoelectric Point) ของลําดับกรดอะมิโนโดยใชโปรแกรม ProtParam 
[10] วิเคราะหโครงสรางของลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม PROSITE [11] InterPro [12] และ SignalP 4.1 
[13] เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนท่ีไดกับลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสจาก B. subtilis MUSc-1 ดวย
โปรแกรม CLUSTAL OMEGA [14] และทํานายโครงสรางทุติยภูมิของลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม 
MINNOU [15]   
 
ผลการทดลอง 
การออกแบบไพรเมอรและการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อเพิ่มปริมาณยีนแมนนาเนส 
จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของ Bacillus sp. GA2(1) เปรียบเทียบกับ
ลําดับนิวคลีโอไทดอ่ืน ๆ ในฐานขอมูล GenBank พบวา Bacillus sp. GA2(1) มีความสัมพันธใกลเคียงกับ B. 
subtilis ดังน้ันในการออกแบบไพรเมอรเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) จึงไดออกแบบ
ไพรเมอรจากการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนสจาก B. subtilis 7 สายพันธุ ซ่ึงคัดเลือกมาจาก
ฐานขอมูล GenBank ไดแก B. subtilis BEST7613 (AP012495.1), B. subtilis BAB-1 (CP004405.1), B. 
subtilis RO-NN-1 (CP002906.1), B. subtilis XF-1 (CP004019.1), B. subtilis MUSc-1 
(GU982918.1), B. subtilis CICC 10076 (GQ859464.1), B. subtilis YB-1519 (KT001238.1) และ  
B. subtilis GQJK2 (CP020367.1) ผลจากการเปรียบเทียบแสดงดังรูปท่ี 1 โดยออกแบบฟอรเวิรดและรีเวิรด
ไพรเมอรจากสวนตน (5’) และสวนปลาย (3’) ของยีน เพ่ือใหไดผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีครอบคลุม
ท้ังยีน ผลท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 1  
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 (ก) 
 
(ข) 
 
รูปท่ี 1  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนสจาก B. subtilis จํานวน 7 สายพันธุ โดยใช
โปรแกรม CLC sequence viewer 7 (CLC Bio, QIAGEN, USA) โดยบริเวณกรอบสีดําคือ (ก) 
สวนตนของยีน และ (ข) สวนปลายของยีน ท่ีใชในการออกแบบไพรเมอร 
 
ตารางท่ี 1 ไพรเมอรสําหรับเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเนส 
ช่ือไพรเมอร ไพรเมอร ขนาด Tm (°C) %CG 
NcoI-man-F2 5’-CATGCCATGGCCTTTAAG 
AAACATACGATCTCTTTGCTC-3’ 
39 63.8 43.6 
XhoI-man-R2 5’-CGGCTCGAGTTCAACGATTG 
GCGTTAAAGAATCGCC-3’ 
36 66.7 52.8  
หมายเหตุ  บริเวณ ATG ท่ีขีดเสนใต คือตําแหนงโคดอนเริ่มตนของการสังเคราะหโปรตีน 
 
ในการเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเนสดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสจะใชจีโนมิกดีเอ็นเอจาก Bacillus sp. 
GA2(1) เปนดีเอ็นเอแมแบบ และใชคูไพรเมอรท่ีไดจากการออกแบบ (NcoI-man-F2 และ XhoI-man-R2) ใน
การเพ่ิมปริมาณยีนแมนนาเนส สําหรับการสังเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดใช TaKaRa Ex Taq™ DNA 
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Polymerase (TaKaRa Bio, Japan) ซ่ึงมีสมบัติ 3’5’ exonuclease ท่ีสามารถตรวจสอบและแกไขลําดับนิวคลี
โอไทดท่ีผิดพลาดได ผลจากการตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบน
เจลอะกาโรส 1.5 เปอรเซ็นต แสดงดังรูปท่ี 2 พบวาผลิตภัณฑท่ีไดมีขนาดประมาณ 1,100 คูเบส จึงนําผลิตภัณฑ
จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีไดมาทําใหบริสุทธ์ิและโคลนเขาสู pET28a ตอไป 
 
 
รูปท่ี 2  การตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส; แถว 1: 
VC 100bp Plus DNA Ladder (Vivantis, Malaysia); แถว 2: ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรสท่ีเติมจีโนมิกสดีเอ็นเอจาก Bacillus sp. GA2(1) เปนดีเอ็นเอแมแบบ; แถว 3: ผลิตภัณฑจาก
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีไมเติมดีเอ็นเอแมแบบ (ตัวควบคุมเชิงลบ) 
 
การสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดท่ีมียีนแมนนาเนส (pET28a-man) 
นําพลาสมิด pET28a ท่ีสกัดไดจาก E. coli DH5α (pET28a) และผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอ
ลิเมอเรสท่ีผานการทําใหบริสุทธ์ิมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NcoI และ XhoI จากน้ันนํามาเช่ือมตอกันดวยดีเอ็น
เอไลเกสเพ่ือสรางรีคอมบิแนนทพลาสมิด และทรานสฟอรมผลิตภัณฑจากการเช่ือมตอเขาสูเซลลคอมพีเทนต E. 
coli DH5α เพ่ือเพ่ิมปริมาณรีคอมบิแนนทพลาสมิด จากน้ันคัดเลือกโคโลนีท่ีไดรับรีคอมบิแนนทพลาสมิดบน
อาหารแข็ง LB ท่ีมีสวนประกอบของกานามัยซิน โคโลนีท่ีไดรับพลาสมิดท่ีไมมีช้ินดีเอ็นเอแทรกอยูจะมีสีนํ้าเงิน 
สวนโคโลนีท่ีไดรับพลาสมิดท่ีมีช้ินดีเอ็นเอแทรกอยูจะมีสีขาวจากน้ันยืนยันการแทรกของช้ินยีนอีกครั้งดวยการทํา
โคโลนีพีซีอาร โดยผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีไดจะมีขนาดประมาณ 1,100 คูเบส ผลท่ีไดแสดงดัง
รูปท่ี 3 พบวาจากโคโลนีสีขาวท่ีสุมมา 5 โคโลนีมีเพียงโคโลนีท่ี 5 ท่ีใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,100 คูเบส 
แสดงใหเห็นวาโคโลนีท่ี 5 น้ีมีช้ินดีเอ็นเอของยีนแมนนาเนสแทรกอยูในพลาสมิด ดังน้ันจึงนําโคโลนีท่ี 5 ไปเลี้ยง
เพ่ือเพ่ิมปริมาณในอาหาร LB ท่ีประกอบดวยกานามัยซินแลวสกัดพลาสมิด เพ่ือนําสงวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอ
ไทดของช้ินดีเอ็นเอท่ีแทรกในพลาสมิดตอไป 
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รูปท่ี 3  การทําโคโลนีพีซีอารเพ่ือตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอท่ีแทรกในเวกเตอร; แถว 1:  VC 100bp Plus DNA 
Ladder (Vivantis, Malaysia); แถว 2-6: ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีใชโคโลนี 1-5 
เปนดีเอ็นเอแมแบบตามลําดับ; แถว 7: ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสท่ีไมเติมดีเอ็นเอ
แมแบบ (ตัวควบคุมเชิงลบ) 
 
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนส 
ผลการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) พบวา ช้ิน ดี
เอ็นเอท่ีแทรกอยูในพลาสมิด pET28a ถูกโคลนใหติดอยูกับลําดับนิวคลีโอไทดของแท็กฮิสทิดีนท่ีปลาย 3’-ไฮด
รอกซิลของยีน โดยลําดับนิวคลีโอไทดท่ีโคลนไดมีความยาวเทากับ 1,089 คูเบส เมื่อรวมกับลําดับนิวคลีโอไทด
ของแท็กฮิสทิดีนจะมีความยาวเทากับ 1,116 คูเบส เมื่อนํายีนแมนนาเนสท่ีไดมาตัดลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชใน
การออกแบบไพรเมอรออกแลวเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดอ่ืน ๆ ในฐานขอมูล GenBank พบวามีความ
เหมือนกันสูงสุดกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนสจาก B. subtilis SRCM101392 (CP021921), B. 
subtilis WB800N (CP032310) และ B. subtilis NCIB 3610 (CP020102) เทากับ 99 เปอรเซ็นต แสดง
ใหเห็นวาช้ินดีเอ็นเอท่ีโคลนไดจาก Bacillus sp. GA2(1) คือยีนแมนนาเนส เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด
กับยีนแมนนาเนสจาก Bacillus ท้ัง 3 สายพันธุดังกลาวดวยโปรแกรม Clustal Omega ผลท่ีไดแสดงดังรูปท่ี 4 
ซ่ึงพบวายีนแมนนาเนสท่ีนํามาเปรียบเทียบมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีแตกตางกันท้ังหมด 13 ตําแหนง  
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รูปท่ี 4  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1), B. subtilis 
SRCM101392, B. subtilis NCIB 3610 และ B. subtilis WB800N ดวยโปรแกรม Clustal 
Omega โดยตัดลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชในการออกแบบไพรเมอรออก โดย ‘*’ หมายถึง นิวคลีโอไทดท่ีมี
ความเหมือนกัน 100 เปอรเซ็นต และ ชองวางหมายถึง นิวคลีโอไทดตางชนิดกัน 
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การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนส 
เมื่อแปลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดเปนลําดับกรดอะมิโนพบวาแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) 
มีความยาว 363 กรดอะมิโน เมื่อรวมกับแท็กฮิสทิดีนจะมีความยาวเทากับ 371 กรดอะมิโน เมื่อตัดลําดับกรดอะมิ
โนบริเวณท่ีใชในการออกแบบไพรเมอรออกแลวนํามาเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank พบวามีความเหมือน
สูงสุดกับลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสจาก B. subtilis SC-8 (EHA29041), B. subtilis QH-1 
(EXF52326), Bacillus sp. YP1 (CP010014), B. subtilis TD7 (AWO72253), B. subtilis 168 
(CAB12407) และ Bacillus sp. MK-2(2016) (ANG59296) เทากับ 96 เปอรเซ็นต แสดงดังแผนภูมิ
ความสัมพันธ รูปท่ี 5 จากการนําลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสมาคํานวณคา pI และมวลโมเลกุลดวยโปรแกรม 
ProtParam พบวา แมนนาเนสมีมวลโมเลกุลเทากับ 41.02 กิโลดาลตัน และมีคา pI เทากับ 5.80 เมื่อรวมแท็ก
ฮิสทิดีนจะมีมวลโมเลกุลเทากับ 42.08 กิโลดาลตัน และมีคา pI เทากับ 6.04 จากการวิเคราะหโครงสรางของแมน
นาเนสดวยโปรแกรม PROSITE และ InterPro พบวาบริเวณลําดับกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 39-350 คือ โดเมน 
GH26 (glycosyl hydrolases family 26) ซ่ึงมีสมบัติเปน mannan endo-1,4-beta-mannosidase สามารถ
ไฮโดรไลซ(14)-beta-D-mannosidic linkages ในแมนแนนและกาแลคโตแมนแนนได โดยภายในโดเมน
ดังกลาวมีกรดอะมิโน 2 ตําแหนงท่ีทําหนาท่ีเปน active site ของเอนไซม ไดแกกรดอะมิโนกลูตาเมทตําแหนงท่ี 
194 ซ่ึงทําหนาท่ีเปน proton donor และกรดอะมิโนกลูตาเมทตําแหนงท่ี 293 ซ่ึงทําหนาท่ีเปน nucleophile จาก
การวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม SignalP 4.1 พบวาลําดับกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 1-22 คือ บริเวณเปป
ไทดสงสัญญาณ (signal peptide) ซ่ึงทําหนาท่ีเปนสัญญาณในการหลั่งแมนนาเนสออกสูภายนอกเซลล และคาดวา
ลําดับกรดอะมิโนบริเวณน้ีจะถูกตัดออกระหวางกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 22 และ 23 หลังจากทําหนาท่ีในการขนสง
เอนไซมเสร็จสิ้น  
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รูปท่ี 5  แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการซ่ึงวิเคราะหจากลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสดวยวิธี Maximum 
Likelihood และกําหนดคาการทํา bootstrap เทากับ 1,000 รอบ โดยใชโปรแกรม MEGA 7 
 
จากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) กับฐานขอมูล 
GenBank ดวยโปรแกรม BLASTp โดยรวมกรดอะมิโนบริเวณไพรเมอรดวย พบวามีความเหมือนกันกับลําดับ
กรดอะมิโนของแมนนาเนสจาก B. subtilis MUSc-1 อยู 98 เปอรเซ็นต เมื่อทําการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน
ของแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) กับ B. subtilis MUSc-1 ดวยโปรแกรม Clustal Omega ผลท่ีได
แสดงดังรูปท่ี 6 พบวาแมนนาเนสจาก Bacillus ท้ังสองสายพันธุมีกรดอะมิโนแตกตางกันท้ังหมด 6 ตําแหนง 
ไดแกกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 2, 23, 115, 161, 239 และ 315 โดยใน Bacillus sp. GA2(1) เปนกรดอะมิโนอะ
ลานีน ไลซีน ไกลซีน วาลีน ไอโซลิวซีน และอารจีนีนตามลําดับ สวนใน B. subtilis MUSc-1 เปน Gap กลูตา
มีน เซอรีน อะลานีน ลิวซีน และ ไลซีน ตามลําดับ จากการทํานายโครงสรางทุติยภูมิของแมนนาเนสจาก Bacillus 
sp. GA2(1) และ B. subtilis MUSc-1 ดวยโปรแกรม MINNOU ผลท่ีไดแสดงดังรูปท่ี 7 พบวา ลําดับกรดอะมิ
โนของแมนนาเนสจาก Bacillus ท้ังสองสายพันธุมีความคลายคลึงกัน โดยโครงสรางทุติยภูมิของแมนนาเนสจาก 
Bacillus sp. GA2(1) ประกอบดวย Random coil 52.89 เปอรเซ็นต beta-strand หรือ beta-bridge 13.77 
เปอรเซ็นต และ alpha helix 33.33 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีแมนนาเนสจาก B. subtilis MUSc-1 ประกอบดวย 
Random coil 53.31 เปอรเซ็นต Beta-strand หรือ Beta-bridge 14.64 เปอรเซ็นต และ Alpha helix 32.04 
เปอรเซ็นต 
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รูปท่ี 6  การเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) และ B. subtilis MUSc-1 
ดวยโปรแกรม Clustal Omega โดย ‘*’ หมายถึง กรดอะมิโนท่ีมีความเหมือนกัน 100 เปอรเซ็นต,     
‘:’ หมายถึง กรดอะมิโนตางชนิดกันแตมีสมบัติท่ีคลายคลึงกันมาก และ ‘.’ หมายถึง กรดอะมิโนตางชนิด
กันแตมีสมบัติท่ีคลายคลึงกันเล็กนอย และ ชองวางหมายถึงกรดอะมิโนตางชนิดซ่ึงมีสมบัติแตกตางกัน 
 
 
 (ก)                                                                   (ข) 
     
 
รูปท่ี 7  การทํานายโครงสรางทุติยภูมิของแมนนาเนสจาก (ก) Bacillus sp. GA2(1) และ (ข) B. subtillis 
MUSc-1 ดวยโปรแกรม MINNOU โดย   แสดง Random coil   แสดง Beta-strand 
หรือ Beta-bridge และ    แสดง Alpha helix  
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สรุปและวิจารณผลการลอง 
งานวิจัยน้ีไดโคลนยีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) เขาสู pET28a โดยปลาย 3’-ของยีน
แมนนาเนสเช่ือมอยูกับลําดับนิวคลีโอไทดของแท็กฮิสทิดีน ซ่ึงแท็กฮิสทิดีนน้ีจะเปนประโยชนในการทํารีคอม
บิแนนทแมนนาเนสใหบริสุทธ์ิดวยนิกเกิลเมทัลแอฟฟนิตีโครมาโทกราฟในอนาคต จากน้ันสงรีคอมบิแนนทพลาสมิด
ท่ีสรางขึ้นไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนแมนนาเนส และพบวายีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. 
GA2(1) มีขนาด 1089 คูเบส จากผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดกับยีนแมนนาเนสจาก Bacillus สาย
พันธุอ่ืน ๆ ท่ีมีความสัมพันธใกลเคียงกันไดแกB. subtilis SRCM101392 (CP021921), B. subtilis WB800N 
(CP032310) และ B. subtilis NCIB 3610 (CP020102) พบวายีนแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) มี
ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีแตกตางจาก Bacillus สายพันธุอ่ืน ๆ ท่ีนํามาเปรียบเทียบท้ังหมด 13 ตําแหนง เมื่อพิจารณา
ท่ีระดับโปรตีนพบวาแมนนาเนสชนิดน้ีมีขนาด 363 กรดอะมิโน จากการวิเคราะหดวยโปรแกรมทางชีวสารสนเทศ
พบวาแมนนาเนสน้ีจัดอยูในสกุล GH26 เอนไซมในกลุมน้ีสามารถไฮโดรไลซ (14)-beta-D-mannosidic 
linkages ท่ีพบในแมนแนนได และคาดการณวาเอนไซมชนิดน้ีมีมวลโมเลกุลเทากับ 41.02 กิโลดาลตัน และมีคา 
pI เทากับ 5.80 ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับเอนไซมแมนนาเนสสวนใหญจาก Bacillus เชน B. subtilis MUSc-1 
(ADZ54787) [16], B. subtilis Z-2 (ABB91433) [17], B. subtilis WL-3 (AAZ95239) [18] ซ่ึงมีมวล
โมเลกุลเทากับ 40.92,  40.95 และ 40.27 กิโลดาลตัน ตามลําดับ และมีคา pI เทากับ 5.68, 5.80 และ 5.36 
ตามลําดับ และใกลเคียงกับแมนนาเนสในราบางชนิด เชน Aspergillus aculeatus (AAA67426) [19] ซ่ึงมี
มวลโมเลกุลเทากับ 41.08 กิโลดาลตัน และมีคา pI เทากับ 4.88 เปนตน อยางไรก็ตามยังมีแมนนาเนสจาก
แบคทีเรียและราหลายชนิดท่ีมีมวลโมเลกุลมากกวา Bacillus sp. GA2(1) เชน B. stearothermophilus CH-4 
[20] และ A. niger BK01 [21] ซ่ึงมีมวลโมเลกุล 74 และ 53 กิโลดาลตัน ตามลําดับ  
จากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของแมนนาเนสกับฐานขอมูล GenBank พบวาแมนนาเนสจาก 
Bacillus sp.GA2(1) มีความเหมือนกันกับแมนนาเนสจาก B. subtilis MUSc-1 อยู 98 เปอรเซ็นต จากลําดับ
กรดอะมิโนท่ีมีความอนุรักษสูงน้ีอาจสงผลใหแมนนาเนสจาก Bacillus sp. GA2(1) มีสมบัติท่ีคลายคลึงกับแมน
นาเนสจาก B. subtilis MUSc-1 แตอยางไรก็ตามแมนนาเนสจาก Bacillus ท้ังสองสายพันธุยังมีกรดอะมิโนตาง
ชนิดกันอยูบางตําแหนงซ่ึงสงผลตอความตางกันเล็กนอยของโครงสรางระดับทุติยภูมิ และหากบริเวณท่ีตางกันน้ันมี
อิทธิพลตอการทํางานของเอนไซม ก็อาจทําใหเอนไซมท้ังสองชนิดน้ีมีจุดเดนท่ีตางกัน มีการรายงานกอนหนาวาแมน
นาเนสจาก B. subtilis MUSc-1 ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีเจริญเติบโตไดดีท่ีอุณหภูมิสูง มีความชอบนํ้า (hydrophilic) 
สูง สามารถทํางานไดดีท่ีสุดท่ีพีเอชเทากับ 7.0 และอุณหภูมิเทากับ 60 องศาเซลเซียส มีความคงตัวในชวงพีเอชระ
หวาง 5-11.5 ท่ีอุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียส ในเวลา 30 นาที จึงเหมาะกับการนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหาร
และอาหารสัตว และยังมีรายงานวารีคอมบิแนนทแมนนาเนสท่ีไดจากการโคลนยีนและผลิตเอนไซมใน E. coli มี
ปริมาณมากกวาแมนนาเนสท่ีผลิตจาก B. subtilis MUSc-1 ถึง 33 เทา [16] ซ่ึงหากแมนนาเนสจาก Bacillus 
sp.GA2(1) ท่ีกําลังจะนําไปผลิตเปนรีคอมบิแนนทโปรตีนใน E. coli น้ี มีสมบัติท่ีโดดเดน หรือมีความเหมาะสม
กับการนําไปประยุกตในอุตสาหกรรมบางประเภทก็จะเปนประโยชนอยางมากในอนาคต  
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